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RESUMEN

I ntroduccién. El cancer esun crecimiento celular no controlado
por losciclos de regulacién normales que llevan amorbi-mortalidad
del individuo. A nivel de salud publica mundia es un fenémeno
demogréfico creciente. En particular el cancer mamario eslaprime-
racausade mortalidad en mujeres. Este padecimiento se estadifica
mediante la clasificacion TNM o el grado histol6gico Bloom-Ri-
chardson. Estudios previos en tejidos neoplésicos mamarios han
correlacionado laexpresion del receptor 1 del TNF-o (TNFR1), con
e fendmeno de apoptosis y la expresion del receptor 2 del TNF-ou
(TNFR2) con el fendmeno de hiperproliferacion.

Objetivo. Analizar la expresion de los receptores TNFR1,
TNFR2, ErbB2 y receptor de IL-10, de estrogenos y de progeste-
rona, en tejidos de cancer de mama producto de mastectomia radi-
cal modificadarealizadaen laClinicade EspeciaidadesdelaMujer
y correlacionarlascon el estadio TNM y e grado histol 6gico Bloom-
Richardson en nivelestisulares de estromay glandula.

Material y métodos. Se utiliz6 latécnicainmunohistoquimica
para determinar la expresion de TNFR1,TNFR2, ErbB2 y recep-
tor deIL-10, de estrégenosy de progesteronaen muestras detejido
de cancer de mama y para redlizar la medicion de unidades de
densidad Gptica en el microscopio confocal Axiocam zs-300Carl
Zeissde la Escuela Médico Militar y correlacionar estas medicio-
nes con el estadio TNM y grado histol égico Bloom-Richardson.

Resultados. Se observé quelaexpresion del TNFR1 no mostré
asociacion con el estadio TNM ni con el grado de diferenciacion
celular de Bloom-Richardson. La expresiéon del TNFR2 (receptor
transmembranal delocalizacién normal entodaslascélulasdel sis-
tema hematopoyético que infiltran los tumores, excepto en los
eritrocitos) mostré una asociacion con los estadios TNM tanto en

Association of expression of TNF receptor-ae (TNFR1 and
TNFR2) the stage of breast cancer patients

SUMMARY

I ntroduction. Cancer isuncontrolled cell growth regul ation by
normal cycles that lead to morbidity and mortality of the indivi-
dual. On aglobal public health isagrowing demographic phenome-
non. In particular breast cancer is the leading cause of death in
women. This condition is staged by TNM2 classification or histo-
logical grade Bloom-Richardson. Previous studies in malignant
breast tissue have correlated the expression of TNF receptor 1-a
(TNFR1), the phenomenon of apoptosis and expression of TNF
receptor 2-o. (TNFR2) with the phenomenon of hiperprolifera-
tion.

Objective. To analyze the expression of the receptors TNFR1,
TNFR2, ErbB2 and IL-10 receptor, estrogen and progesterone re-
ceptors in breast cancer tissue product made in modified radical
mastectomy Specialty Clinic of Women and correlated with TNM
stage and Bloom-Richardson histologic grade levelsand gland tis-
sue stroma.

Material and methods. Immunohistochemistry technique was
used to determine the expression of TNFR1, TNFR2, ErbB2 and
IL-10 receptor, estrogen and progesterone on tissue samples from
breast cancer and for the measurement of optical density unities
under the Military Medical School”s microscope confocal Axio-
cam zs -300 Carl Zeiss and correlate these measurements with
TNM stage and histol ogical grade Bloom-Richardson.

Results. It was observed that the expression of TNFR1 was
not associated with TNM stage or the degree of cellular differentia-
tion of Bloom-Richardson. The expression of TNFR2 (normal trans-
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la porcién glandular como del estroma. El receptor de IL-10 pre-
sentd una asociaci on inversamente proporcional anivel del estro-
macon €l estadio TNM, lo cual concuerdacon las basestedricasal
respecto publicadas en laliteratura. El ErbB2 relacionado con los
factorestréficosdel crecimiento tisular, mostré anivel delamatriz
estromal, unaasociacion directamente proporcional aestadio TNM,
y diferencias estadisticamente significativas al comparar pareada-
mente los TNM2 y TNM4. Los receptores de estrégenos y de
progesterona, moléculas de localizacién nuclear, presentaron una
asociacion directamente proporciona al indice histol gico de Bloom-
Richardson, cuyos criterios de abordaje histopatol 6gico incluyen
lavaloracion del pleomorfismo o distorsion nuclear.

Palabras clave: Grado histopatolgico, estadio oncol6gico,
receptores relacionados aapoptosis, receptoresrelacionadosapro-
liferacion celular, receptores hormonales, receptores de citocinas
antiinflamatoriasy proinflamatorias.

Introduccion

El cancer en general es un conjunto de enfermedades en
las cuales se produce un exceso de células con crecimiento,
division y caracteristicas més alla de limites normales. En
medicinaes un trastorno hiperproliferativo queinvolucrala
desregulacion negativa de la apoptosis y cambios morfol 6-
gicos celulares adaptativos, favoreciendo la angiogénesis,
laexcesivaproliferacion celular, lainvasion anivel tisular y
las metéstasis, incrementando la morbi-mortalidad del pa-
ciente, el tumor que no es capaz de crecer por tiempoindefini-
do y que no invade tejidos circundantes sanos se denomina
benigno. El que prosigue su crecimiento y se vuelve invasor
enformaprogresivase denominamaligno.!

Actualmente se ha demostrado que esta patol ogia afecta
amujeres en edad reproductiva (20-34 afios), constituyendo
12% de | os casos de cancer de mama en este grupo de edad.?

El cancer de mama es lamalignidad méas comin en lapo-
blacion femeninay |atasade mortalidad se haincrementado
continuamente en los Ultimos 30 afios. En Europay E.U.A.,
se diagnostican mas de 150, 000 por afio delos cuales 50,000
fallecen.?

En México es el segundo cancer en mujeres mas frecuen-
te después del carcinoma cervicouterinoy constituye la pri-
meracausade muerte por cancer en mujeres en nuestro pais.t
En la Clinicade Especialidades delaMujer se presentan en
promedio entre 90 a 100 casos por afio durante el Ultimo
guinquenio.®

Etiopatogeniadel cancer

Lapatologiamamariaesvariaday compleja, suimportan-
cia clinica se define con base en los sintomas ligados a los
diferentescambiosdel desarrollo glandular, los cambios pro-
piosdel embarazo, delalactancia, y los cambiosinvolutivos
durante la menopausia hacen de esta patologia un evento
multifactorid .*
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membrane receptor localization in all cells of the hematopoietic
system that infiltrate the tumors, except in erythrocytes) was as-
sociated with TNM stages in both the glandular portion of the
stroma. The IL-10 receptor, showed an inverse association with
stromal at TNM stage which agrees with the theoretical basisin
this regard published in the literature. The ErbB2, trophic factor
related to tissue growth, showed thelevel of the stromal matrix, an
association directly proportional to TNM stage, and statistically
significant differences when comparing the TNM2 and TNMA4.
Estrogen receptors and progesterone receptors, molecules of nu-
clear localization, showed an association directly proportional to
therate of Bloom-Richardson histological, whose approach to histo-
pathological criteria include the assessment of nuclear pleomor-
phism or distortion.®

Key words: Histopathological grade, stage cancer, apoptosis-
related receptors, receptors associated with cell proliferation, hor-
mone receptors, receptors for inflammatory and proinflammatory
cytokines.

El cancer de mama, en particular, esunaproliferacion ace-
leraday descontroladadelas células delaglandulamamaria.
El tipo mas frecuente e invasivo es el carcinoma ductal
infiltrante.> Se ha evidenciado que la adquisicion de su
capacidad de crecimiento, infiltrativa y metastéasica de-
pende de la angiogénesis tanto in vitro ein vivo.® En la
etiopatogenia oncol 6gica del cancer de mama, se han esta-
blecido dos fases cronol 6gicas:

1 Prevascular, de larga duracion, donde el crecimiento tu-
moral y el potencial metastasico son limitados.

2 Lafasevascular, iniciada con laangiogénesis, caracteri-
zada por un crecimiento tumoral rapido que no va acom-
pafiada necesariamente de un alto potencial metastasico.

El aumento delamasatumoral, laneoformacion vascul ar
y €l carécter fenestrado de los neovasos favorecen el paso
delascélulastumoralesalacirculacion por lo que €l éxitode
lametéstasis depende, en parte, del nimero de célulasneopla
sicas circulantes en diseminacion y suimplantacion einvasi-
vidad de sus caracteristicas histol égicas.’

Latransdiferenciacion esla capacidad celular, de algu-
nos canceres, de presentar patrones de diferenciacion his-
toldgica diferente a nivel morfolégico y funcional a par-
tir de sus células madre de origen.®

Otro fendmeno en el contexto delaetiopatogeniade can-
cer esladesregulacién negativa de apoptosis, respecto alos
puntosderegulaciondel ciclo celular, lasciclinasD1 (Regu-
ladoradelafaseinicial GI/S del ciclo celular) y ciclinaDE
(Reguladora de la diferenciacion y proliferacion celular en
uni6én delaCDxk4-6 del ciclo celular) fueron completamente
establecidas en la respuesta inmune temprana siguiendo €l
tratamiento con reguladores conocidos de la proliferacion
incluyendo esteroidesy factores de crecimiento mitogénico.
Estudios han mostrado que estas ciclinas fueron desregula
das en el cancer de mama. Las ciclinasy losinhibidores de
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cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) han mostrado ex-
tensivamente ser reguladores del ciclo celular como onco-
genes putativos de la mama o genes supresores tumorales
asi como potenciales marcadores terapéuticos responsables
del prondstico: lasciclinasD1y E1y losinhibidores de CDKs
p27 (Kipl) p21 (WAF/Cipl) y p16 (INK4A). Otro regulador
importante del ciclo celular conocido es e protooncogén c-
Myc, que se convierte aoncogén en € contexto del fendmeno
proinflamatorio crénico y son lineas de investigacion futu-
ras a estudiar en relacion con los niveles de expresion de la
familiadelos TNFsinvolucradaenlacancerigénesis.®

Clasificacion TNM

Existe unaestrategia de clasificacion delos pacientes con
cancer de acuerdo a su prondstico, llamado sistema TNM,
sus parametrosincluyen T que esel tamafio tumoral, el paré-
metro N que indicala presencia de células tumorales en los
nodos linfaticosy M que esla presencia de metéastasis celu-
lar. Este sistema ha sido aceptado internacional mente como
un factor pronostico y unindicador del tratamiento médicoy
quirdrgico; y permite formular decisiones terapéuticas de
acuerdo a su categoria, segun criterios post-radiol 6gicos y
post-quirdrgicos® (Cuadro 1).

Clasificacion Bloom-Richar dson

En este orden de ideas existe una estrategia de clasifica-
cién microscopica de nivel histoldgico llamada Escala de
Scarff-Bloom Richardson modificadapor Elston, estaescala

ha sido estandarizada en histopatologia para la valoracion
microscopicadel carcinomaductal, tomaen cuentatrescrite-
rios.

1 Porcentaje de tlbul os formados en las células tumoral es.

2. Distorsion nuclear delas células o pleomorfismo.

3. NUmero de mitosis por diez campos histol6gicos, la su-
matoriade estos criterios asignaunacategoriadel 1al 3,y
de ellos se saca un promedio que da el grado histolégico,
cuanto mayor eslacategoriaasignadalacélulatumoral es
mas indiferenciadacon respecto asu tejido original y ten-
dra peor pronéstico al tratamiento® (Cuadro 2).

Funcién del sistemainmuneen el cancer

La capacidad del sistemainmune paraidentificar y des-
truir las células nacientes tumorales y funcionar como una
defensa primaria contra € cancer ha sido estudiada desde
hace muchas décadas. Recientes hallazgos en model os muri-
nos de cancer, asi como de humanos ofrecen ahora eviden-
ciade quelostipos celulares particulares del sistemainmu-
ne, las mol écul as efectoras del sistemahumoral y susviasde
sefializacion pueden actuar colectivamente como un meca-
nismo extrinseco de supresion tumoral .

El sistemainmune tiene tres funciones principales en la
prevencion y respuesta contra las células tumorales.

* Primero: El sistema inmune puede proteger en la fase
aguda con reaccion proinflamatoria(TH1) devirusinduc-

Cuadro 1. Estadificacion TNM parael cancer de mamadela Join Comitte.2

Estadio Descripcion

Tumor

Tx Tumor primario no valorable.

TO No evidencia de tumor primario.

Tis Carcinomain situ.

T1 Tumor hasta 2 cm en su diametro mayor.

T2 Tumor mayor de 2 cm, pero menor de 5 cm en su didmetro mayor.

T3 Tumor mayor de 5 cm en su didmetro mayor.

T3 Tumor de cualquier tamafio con extension directa a la pared torécica o piel.

Nodulos linféticos regionales

Nx Nédulos linféticos regionales no valorables.

NO Sin nddulos linféticos regionales involucrados.

N1 Afeccion a ganglios linfaticos ipsilaterales moviles.

N2 Afeccién a ganglios ipsilaterales fijos unos a otros o a otras estructuras.
N3 Afeccion a ganglios linfaticos mamarios internos ipsilateral es.

Metastasis distantes

Mx No presencia accesible a metéstasis distantes.

MO No metéstasis distantes.

M1 Presencia de metéstasis distantes (incluyendo ganglios linféticos supraclaviculares del mismo lado).

Cuadro 2. Clasificacion Bloom-Richardson.

Parametro histologico

indice asignado

Porcentaje de formaci6n de tabul os (dentro del tumor)
Pleomorfismo o distorsion nuclear
Conteo mitético

13
13
13
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tores de tumores o de células cancerosas, eliminando o
neutralizando lainfeccion vira y latumorigénesis.

* Segundo: Laeliminacion del patégenoy laprontaresolu-
ciéndelainflamacion evitan el establecimiento de un mi-
croambienteinflamatorio (TH1) crénico benéfico parala
tumorigénesis, restableciendo el estado TH2/TH1 en €l
equilibrio delasalud (fase crénica).

 Tercero: El sistemainmune puede identificar especifica-
mentey eliminar las células tumorales con base en la ex-
presion de sus antigenos especificos ya sea a través de
reconocimiento antigénico de Patrones Moleculares An-
tigénicos Asociados a Dafio (PMAADSs), de Antigenos
de Trasplante Especificos de Tumor (ATET) o aAntige-
nos de Trasplante Relacionados a Tumor (ATRT).

La supervivencia tumoral al sistema inmune consta de
tres fases denominadas: eliminacion, equilibrio y escape.’®

» Fase de eliminacién del cancer: Es cuando el sistema
inmune detecta y elimina correctamente las células tu-
morales que se han desarrollado como resultado de los
mecanismos TH1 de supresion tumoral aguda. Puede ser
completa cuando todas las células tumorales se han €li-
minado, o incompleta cuando s6lo una porcién de las
célulastumoral es son eliminadas.’®

» Fasedeequilibrio: Esaguellaen quelas célulastumora-
les permanecen en estado de quiescenciaen contacto con
€l sistema inmune constituyendo un equilibrio dinamico
THUTH2%

* Fase de escape o supervivenciatumoral. Esenlacua las
célulastumoral es atentian | os mecani smos inmunosupre-
sores antitumorales de la respuesta fisiol6gica del hués-
ped permitiendo la progresion y €l crecimiento tumoral
con la persistencia del estado crénico TH1 en lugar de
TH2.%

Ramacelular del sistemainmune

Dentro delaramacelular del sistemainmune delafasede
escape los tumores requieren un constante flujo de células
mi el omonaociti cas que soportan laangiogénesisy laremode-
lacién del estromanecesariaparad crecimiento tumoral. Este
fendmeno es mediado por el reconocimiento del patron anti-
génico tumoral que estimulan la produccion de factores hu-
moral es especificos para el tumor, los cuales estimulan una
mielopoyesis sostenida y la acumulacion y diferenciacion
funcional delas células mielomonociticas, lamayor parte de
las cuales son macro6fagos, células dendriticas, células ase-
sinas naturales y linfocitos T citotoxicos (CTLs) en € sitio
tumoral. Un importante efecto colateral eslaacumulaciony
diferenciacion funcional de estas células que puede conlle-
var, entre otras cosas, adisfuncion linfocitica especifica del
sistemainmune. Se establece un equilibrio entre las células
tumoralesy las células miel omonociticas que pueden of recer
nuevos puntos de intervencion terapéutica que depriven a
las células neoplésicas de sus factores indispensables de
crecimiento y activen larespuestainmune antitumoral .*®
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El TNF-ay su funcién en el cancer

El TNF-a (Factor de necrosistumoral o) es unaproteina
de 16 KDa(Kilodaltones), lacual esproducidapor laenzima
convertidorade TNF-o. (ECTA), cuyaformasoluble consiste
en 76 residuos animoterminales, se harelacionado alapatogé-
nesis de algunas enfermedades inflamatorias cronicas tales
como la artritis reumatoide, la espondilitis anquilosante y la
enfermedad de Chron.Y’

En 1885, Rudolf Virchow, médico ruso queindago laspri-
meras bases tedricas de |a Patol ogia, observo que la presen-
ciade leucocitos en tejidos cancerosos podria tener un efec-
to relacionado con el cancer, en el contexto delainflamacion
aguday crénica.’®

El TNF-o fue descubierto inicial mente debido asu activi-
dad antitumoral potente en lafase aguda de induccion tumo-
ral en model os animalesy es unacitocinapleiotropicacritica
paralatraslocacion celular, el estado inflamatorio agudo, €l
mantenimiento de la estructura de | os 6rganos linfoides se-
cundarios y la respuesta del huésped contra varios patoge-
nosy células cancerosas. El TNF-o es una citocinapleiotro-
pica que ha sido descrita por inducir diversos efectos en las
células linfoides malignas que expresan receptores para la
superfamiliadel TNF-o..2°

El TNF-ajuntoconlalL-6y & TGFpB ensufasedesecrecion
cronicaestimuland crecimiento tumora permitiendolapenetra-
cion delas células estromales, en formasinérgicalaestimu-
lacion combinadade TNF-a, IL-17y TGF estimulan € fend-
meno de angiogénesis (Figura 1). Laaccion combinada del
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Figura 1. El TNF-a promueve la progresion tumoral en la fase
cronica inflamatoria, coadyuva la formacion de metastasis, y junto
con IL-17 y el TGF-f favorece el fendmeno de angiogénesis y las
funciones de los linfocitos T citotoxicos y las células Natural Killers
(NKs).! Fuente:Wan-Wan L, Karin M. A cytocine-mediated link
between innate inmunity, inflamation and cancer. Rev Series 2007.
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TNF-By e TGFp disminuyen laactividad celular delascélu-
las asesinas naturales, los macréfagos y de los linfocitos T
citotoxicos.

A su vez en lafase aguda el aumento de lainterleucina
10 quetiene un efecto anti-inflamatorio einhibelasinterleu-
cinas2, 6y a TNF-a, que activan y coadyuvan alamadura-
ciondelinfocitos T citotéxicos (CTLs), y juntasconllevan a
un estado proinflamatorio cronico quefavorecelaprolifera-
cién delas célulastumorales.’

El TNF-o estaimplicado en varios procesos fisiopatol gi-
cos como la artritis reumatoide, la espondilitis anquil osante
y laenfermedad de Crohn; puede fungir como citocinapro-
tectora en lafase aguda inflamatoria o bien como citocina
deletérea en la fase cronicainflamatoria, mediando proce-
sos de autoinmunidad, lageneralizacién delainflamacion en
lasepsisy la cancerigénesis.’®*? De hecho ha sido definido
por numerosos investigadores como el regulador maestro de
lainflamacidn y la coordinacion de las citocinas en los pro-
cesos implicados en el cancer.t"2

El TNFR1 activado induce apoptosis en | as células tumo-
rales através del dominio de muerte asociado a receptor de
TNF-a, a activar lafosforilacion delapro-caspasa 3 favore-
ciendo la formacién de la caspasa 3 con efecto inductor de
apoptosis (Figura 2).#* Asimismo, TNFR1 actla sobre
TRAF2 (Factor 2 asociado aTNFR), el cual desactivaal fac-
tor inhibidor de apoptosis(IAPS) y provoca apoptosis de la
célulaatravés de lafosforilacién delacinasadela proteina
c-Jun.®

El TNFR2 activado induce los siguientes fendmenos:
Angiogénesis, proliferacién y un microambientetumoral pro-
inflamatorio através delaactivacién del factor detranscrip-
cion promotor activado 1 (AP-1), €l cual provocalasintesis
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de metaloproteinasas (MMPs), principalmente MMP-2 y
MMP-9, a través de la Proteina Activadora de Mitosis
(MAP), que a su vez promueve el aumento de la tasa de
proliferacion celular y a través de la activacién del fac-
tor de transcripcion NFkB que activa la transcripcién de
citocinasproinflamatorias (TH1) en la fase aguda del mi-
croambiente tumoral que si persisten en el tejido en la
fase crénica promueven fendémenos de progresién neoplé
sica, tales como la desregulacion de la apoptosis, € aumen-
to en latasa de proliferacion celular, la angiogénesis e inva-
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Figura 2. Las funciones del TNF-o. en el microambiente tumoral
conllevan a fenémeno de apoptosis de las células tumorales o a su
proliferacion, esto depende si se realizan principalmente a través de
susdosreceptores: TNFR1y TNFR2.

Fuente: Wu'Y, Zhou BP. TNF-a/NFkB/Snail signaling pathway in cancer
cellmigration and invasion. British Journal of Cancer 2010; 102: 639-44.
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Figura 3. Las funciones del TNF-o. en la fase cronica inflamatoria del microambiente tumoral favorecen los fendbmenos de desregulacion de
laapoptosisy de latasa de proliferacion celular, invasion tisular tumoral, angiogénesis y metéstasis.
Fuente: Wan-Wan L, Karin M. A cytocine-mediated link between innateinmunity, inflamation and cancer. Rev Series 2007.
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sion tisular (Figura 3); asi como del factor de transcripcion
AP-1 que promueve la traduccion de metal oproteinasas y de
la cinasa de la Proteina Activadora de Mitosis (MAP) que
transduce sefiales estimulantes de hiperproliferacion.?

Receptoresdecrecimientoy dehormonasester oideas

El ge endocrino hipotdlamo-hipdfisis-ovario presentaen
su regulacién axia la funcién y produccion de hormonas
esteroideas, tales como los estrégenos y la progesterona,
receptores cognados desde €l punto de vista filogenético, y
éstos a su vez presentan inter-regulaciones positivas y ne-
gativas con los factores de crecimiento epidérmico (entre
cuyos miembros se encuentran lafamiliadelos ErbB homoy
heterodiméricos, como el ErbB28)con losreceptores defoli-
culing, prolactinaparalaintegracion del desarrollo funcional
delamama en todas |as etapas de la vida de la mujer.202

La disminucion de los receptores de estrogenos son im-
portantes para la remodelacion ésea (incluso, la alteracién
de los receptores estrogénicos y progestagenos pueden
conllevar alas metéstasis 6seas del cancer de mama. En la
actualidad son de utilidad clinica en €l tratamiento integral
de algunos canceres de mama el uso de moduladores selec-
tivos de los receptores de estrégenos (SERM), tales como €l
raloxifeno por tener efectos benéficos como inhibidor dela
proliferacion de algunos canceres mamarios a nivel 6seo y
otros SERM en laevolucion anivel delos nodos linféticos.
También la funcion de los receptores de estrogenos en su
distribucion ubicua en lamujer brinda efectos profil acticos
en el sistema cardiovascular y enddcrino hepético, siendo
parteintegral delos sistemasfisioldgicos en lamujer.

Funcion delosTNFRsen el desarrollodelaglandula

mamariay sstemainmune

Lafunciény presenciadel TNF-ay susreceptores TNFR1
y TNFR2 han sido descritasen el desarrollofisiolégico dela
glandulamamariay en todaslas células del sistemainmune,
excepto en los eritrocitos, anivel mamario principalmenteen
las células epiteliales o ductales,® por sus funciones en la
proliferacion celular, apoptosisciclicay remodel acion tisular
enlas etapas del desarrollo embrionario temprano, durantela
fase de lactanciay en el periodo involutivo post-lactancia.
Se hareportado una disminucion en los niveles del TNFR1
(relativos aapoptosis) y presenciasostenidadel TNFR2 (re-
lativaaproliferacion) durantelafaselactante.®

Relacion delos TNFRscon losr eceptoresde estr 6genos

Y progesterona

L os niveles de estrogenos también son uno de | os facto-
res responsables del crecimiento y la progresion del cancer
mamario en el grupo de mujeres tanto en pre y post-meno-
pausia, yaque posterior aladeplecion hormonal delamujer
los adipocitos periféricos fungen como laprincipal fuentede
estrégenos circulantes. En la practicaclinicaes de uso acep-
tado los agentes inhibidores de aromatasa debido a que su
actividad anivel del tejido adiposo mamario de sustitucion
glandular ofrece beneficios exitosos en la inhibicién del
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crecimiento de los canceres mamarios con alto indice enzi-
matico de aromatasa. Recientes estudios han revelado que
hay una alta expresién de TNFRs a nivel del mismo teji-
do adiposo mamario post-menopausico, los cuales modu-
|an una ampliagammade fendmenos como lainflamacién
tisular crénica, laproliferacion celular, y unaincrementada
tasa de produccién del TNF-o. principalmente anivel delas
célulasductales. Lo anterior sugiere queel TNF-o. promueve
€l crecimiento tumoral desde €l nivel estimulacion delosadi-
pocitos y fibroblastos periféricos.?

A su vez los receptores de progesterona se encuentran
relacionados con los TNFRs en vias transcripcionales co-
munes de proteinas de remodel acion epitelial como lamuci-
nal(MUCL), confuncionesproliferativas en las neoplasias
mamarias®y ovaricas experimental es.?®

Funcién delosTNFRsen d desarrollodd cancer demama

Dos fenémenos importantes respecto al desarrollo del
cancer mamario, uno eslaalteracion en el metabolismo delas
metal oproteinasas (através del factor de transcripcion AP-1
citado en lafigura 2) y €l otro es la funcion capital de la
inflamacion crénica en laoncogénesis através de la activa-
cion delos factores de transcripcion NFkB y MAPK, todos
ellos relacionados con la activacion patoldgica de los TN-
FRs.21°|_o anterior hasido confirmado en numerosasjorna-
das experimentalesin vitro e in vivo con uso de anticuerpos
especificosanti-TNFRsy técnicas de Biologiamolecular que
certificanlainfluenciacapital delainflamacion enlaoncogé-
nesis.® Los cuales convergen en la via de sefializacion a
travésdel factor TRAF2 como viacom(n defosforilacion.®

Esclaro que citocinasproinflamatoriastal como el TNF-o
gue cumplen funcionesimportantes orquestando |arespues-
ta inmune contra patdgenos virales y bacterianos, cuando
presentan patrones de expresi6n alterados contribuyen enla
patogenia de diversas enfermedades con sello inflamatorio
incluido el cancer.%

Funcion delosestr 6genosy progester onaen el cancer

demama

Laimportancia de los receptores hormonales en el desa-
rrollo caracteristico de cadatipo celular canceroso responde
al perfil hormonal delalineacelular, asi como asu manipula
cion terapéutica bajo este tenor, principalmente en el campo
del manejo de procesos metastasi cos que brindan la mayor
morbi-mortalidad al paciente. Las mayorestasas de sobrevi-
vencia se obtiene cuando las neoplasias ofrecen blancos
hormonal es susceptibles de bloquearse.® A nivel prondsti-
co todos los canceres de mama que presentan positividad a
los receptores de estrogenos, de progesterona y a ErbB22
presentan una mejor evolucion clinica por tener blancos te-
rapéuticos susceptibles de bloquearse. 20222

L os farmacos anti estrgenos sintéticos representan en la
medicina actual un grupo (til de medicamentos, no necesa-
riamente esteroideos, capaces de disminuir la captacion es-
pecifica de los estrégenos tanto in vitro como in vivo en
diversos érganos de modelos experimentales y en el hom-
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bre.®* Los antiprogestagenos de uso comuin, como e Glcb
Ab-2, son, asimismo, (tiles en combinacion con los SERM
(sustancias inhibidoras de | os receptores de estrogenos) por
ladistribucion anatémica comin de ambas hormonas anivel
de 6rganos reproductores en las pacientes con neoplasias
ginecolégicas.®

Usoactual deABSanti TNF-ay anti-TNFR2en medicina

En la actualidad se han hecho numerosas aportaciones
en cuanto a uso de anticuerpos anti-TNF-a,, y sus efectos
favorables probados en enfermedades inflamatorias croni-
cas, dentro delosmés usados son €l infliximab , adalimumab,
el certolizumabpegol, etanercept y el bortezomib, empleados
parael tratamiento de enfermedades como artritis reumatoi-
de, enfermedad de Crohn, colitisulcerosa, artritis psoriésica,
espondilitis anquilosante, psoriasis, poliarteritis idiopatica
juvenil y otrasenfermedadesinflamatorias. Entanto que para
el tratamiento de cancer de mama solo se han empleado has-
ta el momento los anticuerpos anti-ErbB2.%

En la actualidad, los anticuerpos anti-TNFs no son usa-
dosanivel terapéutico como un tratamiento aceptado para€l
cancer de mama por no haber aceptacién generalizadade su
riesgo/beneficio terapéutico real a pesar de los estudios ba
sicoy clinicosrealizados hasta el momento.¥43

Posiblesblancoster apéuticosy susriesgos

Larelacion etiopatogénica entre las vias de sefializacion
del TNFR2y sustresfactoresde transcripcion comunes (AP-
1, MAPK y NFkB) son susceptibles de bloquearse con anti-
cuerpos anti-TNFR2 como blanco comin.**2 Sin embar-
go, al bloquear dicho receptor seactivalaviade sefiaizacion
cruzada a través de TNFR1, ya que se ha demostrado que
éstos convergen en lamismaviaatravés del TRAF2,1:21.3738

De acuerdo con lo anterior, se podria considerar €l estu-
dio completo delos TNFR2 y TNFR1 como posibles blancos
terapéuticos futuros, en el tratamiento del cancer de mama,
ya que las vias de sefializacién de ambos receptores con-
fluyen en la induccién de angiogénesis (AP-1), mitosis
(MAPK), y promaci6n de un microambiente tumoral croni-
co proinflamatorio (NFxB).*#

Sin embargo, es importante mencionar que en algunos
estudios se hareportado que el uso de laterapia anti-TNFR
hainducido el desarrollos de algunos tipos de cancer como
el linfomay cancer de piel .34

Con base en lo anterior, en la actualidad no se cuentan
con evidencias contundentes de que € uso de inhibidores
del TNF-o. alargo plazo, pueda aumentar el riesgo de desa-
rrollo de cancer por lo que seria necesario continuar con
estudios futuros paraeval uar larelacién mecanisticaentrela
sobreexpresion de los TNFRs, su desarrollo en la historia
natural de la enfermedad cancerosay sus aplicaciones real-
mente Utiles en la practicaclinica.s"44

Lasaccionesdel TNF-o. fueron sometidas a experimenta-
cion al inducir sus diversos efectos en las células linfoides
malignas con expresion de receptores de la superfamilia del
TNF-a por Vladimir Jurisicy cols. delaUniversidad de Bel-
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grado, investigaron los efectos de su administracion a dife-
rentesnivelesintracel ularesen linfocitos B Rgji (hombre pro-
pio que se aplico a una linea linfocitica proveniente de
pacientes con linfoma de Burkitt), se cuantifico lalibera-
cion delaenzima L actato deshidrogenasa (L DH) por cito-
metria de flujo paramedir dafio tisular, |a masa proteinica
citostlicatotal fue determinada por ensayo de sulfonami-
da B, y la proliferacion celular por incorporacion de
timidina(H3) alaestructurade ADN einmunomarcajedelas
proteinas TNFR1 y TNFR2 de la superfamilia de losTNFs,
encontraron queel TNF-oadosisde 125y 250 pg/mL indujo
significativamente la proliferacion celular y que a dosis de
1,000 pg/mL se produjo €l fenémeno de apoptosis, también
observaron en su estudio que el TNFR1 esta asociado aapop-
tosis mientras que el TNFR2 estd asociado aproliferaciony
supervivenciatumoral paraestalineacelular.*®

Por otra parte, continuando con los fendmenos de apop-
tosis/proliferacion relacionadacon losreceptoresdel TNF-ou
en céulashumanas, RafiaAl Almki y cols., delaUniversidad
de Cambrigde, abordaron la cinética de fosforilacion depe-
diente de TNFRs en muestras renales con necrosis tubular
aguda(NTA) y cancer renal . Este equipo demostré queen €l
rifion normal TNFR1 es expresado en células peritubulares
capilaresdel estromay en célulasglomerularesy selocaliza
en su formainactiva con laASK1 (Cinasa 1 Reguladora de
Sefial de Apoptosis) fosforilada en la serina 967. Biopsias
quirdrgicas de cancer o isguemia renal muestran tanto le-
sién y proliferacion celular tubular y una baja regulacion
del TNFR1y ASK1, asi como sobre-expresiondel TNFR2 en
las células tubulares que se localizan con la tirosin-cinasa
epitelial/endotelial fosforilada (Etk). Exploraron mutaciones
selectivas de receptor con técnicas de inmunomarcaje e in-
munohibridizaciony evaluaron lafosforilacion de cinasas de
receptor especificas para estudiar las respuestas del TNF-o.
in situ. Las mutacionesy los cambios de fosforilacion espe-
cificosde TNFR1 delaASK1 enlatreonina845 sonindicati-
vos de la activacion de la cinasa. Una mutacion especifica
del TNFR2 queregulanegativamentelaactivaciondel TNFR1
en las células glomerulares del estromadisminuyelaactivi-
dad del TNFR2 en Etk de célulastubulares, einducelasfos-
forilacion delaEtk.*

El TNF-o en suformaoriginal, asu vez induce la acti-
vacion del TNFR2y Etk, asi como delaSK1, pero no regu-
la negativamente la actividad del TNFR1. Asimismo, el
TNF-a y las mutaciones especificas del TNFR1 disparan
la apoptosis de las células tubulares mientras que el mis-
mo TNF-a induce en las células tubulares la expresi6n del
antigeno nuclear de proliferacion celular (PcnA). Laacti-
vacion diferencial delaASK1y laEtk por TNFRsen biop-
sias renales de pacientes proveé una explicacion de los
efectos diversos y opuestos del TNF-o en distintos sitios
y los ensayosin situ, proveén unaexplicacion de su sefia-
lizacién. También encontraron que el TNFR1 fungié como
inductor de la apoptosis mientras que el TNFR2 indujo la
proliferacion del antigeno nuclear de proliferacion nuclear
0 PncA.®
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El TNFR1 recluta sefiales de la proteina de dominio de
muerte celular asociado a TNFR (TRADD) dando paso ala
fosforilacion del factor 2 asociadoaTNFRYy al RIP-1 o recep-
tor de proteinainteractuante-1.2 El TNFR2 activado promue-
ve diferentes vias de activacion, tales como NF-kB, MAPy
AP-1, queintervienen enlaadhesion celular, migracion, an-
giogénesis, proliferaciény supervivencia celular.?4%

Carine Chavey y cols,, delaUniversidad de Montpellier,
realizaron un estudio en cancer de mamaen el cual determi-
naron la presencia de 19 citocinas, tanto del espectro TH1
como TH2. Emplearon citometriadeflujo, asi como ladeter-
minacién de algunas célulascomo linfocitos T, linfocitos B y
macréfagos por medio de inmunohistoquimica. Dicho estu-
dio fue hecho en 105 muestras de cancer mamario del Hospi-
tal D’ Aurelle, Montpellier. Demostraron en sus experimen-
tos hallazgos que correlacionan la expresion de muchas de
las citocinas estudiadas con laco-expresion del AP-1, lacual
es un regulador de latraduccion de citocinas promotoras de
angiogénesistumoral, como el Factor de Crecimiento Epidér-
mico Endotelial (VEGF) que esta directamente relacionado
con la neovascularizacion de las metastasis.s

También encontraron que la sobreexpresi 6n de otras pro-
teinas, como laM CP-1 (proteina qui mioatrayente de monoci-
tos) y MIP-1p (receptor 8 de quimiocinao CD198) estan liga-
das con lainfiltracion de macréfagos, linfocitos T y linfoci-
tos B, con liberacion de citocinas TH1 en lafase cronicadel
tumor .

Asimismo, correl acionaron experimental mente la expre-
sion elevadadelalL -8 proinflamatoria(TH1) secretadapor la
rama celular del sistemainmune innato con un alto conteni-
do de macroéfagos en el tumor, que en su fase tardia coadyu-
va a la anergia linfocitica por adolescencia de factores de
coestimulacion. También lapositividad exhibidapor e tumor
hacialL-8incrementalos nivel es deneo-vascul arizacion. Fi-
nalmente, concluyeron quelaMCP-1, MIP-1by lalL-8 estan
correlacionadas en forma directa con €l componente celular
inflamatorio, asi como con laagresividad del tumor.5

Ignacio GarciaTufiony col., delaUniversidad de Alcala,
analizaron con técnica inmunohistoquimica y de Western
blot 45 carcinomas de mamainfiltrativosy 20 carcinomasin
situ, con el objetivo de caracterizar el patron de expresién del
TNF-ay sus receptores en muestras de cancer (enfermedad
benigna, carcinomasin situ y carcinomasinfiltrativos) y de
comparar estos resultados con aquéllos obtenidos previa-
mente paralL-6, p53y p21 utilizando las mismas muestras,
con lafinalidad de dilucidar |os efectos de estas citocinas en
€l equilibrio apoptosis-proliferacion.>?

Lainmunoexpresion del TNF-ou y susreceptoresfue estu-
diadapor Western Blot e |nmunochistoquimica. El porcentaje
de muestras positivas para TNF-o. y TNFR2 fue mas elevado
en carcinomas in situ que en enfermedades benignas de la
mamay €l TNFR2 fueincluso méasalto en tumoresinfiltran-
tes. El porcentaje de muestras positivas para TNFR1 fue si-
milar enlostres grupos. Estastres proteinasfueron observa-
dasen laporcion citoplasmética, lainmunotincion para TNF-
o fue masintensaen lostumoresinfiltrantes que enlos otros
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dos grupos y siempre la tincion para ambos receptores fue
mas altaparacarcinomasin situ einfiltrantes que paraenfer-
medades benignas de la mama. Comparando |os resultados
del TNF-a con algunos resultados obtenidos para
mtp53(p53mutada), p21 e IL-6 se encontré una asociacion
entre la expresion de estas cuatro proteinasy el incremento
delamalignidad.®

El TNF-o esun factor importante en lainduccion del can-
cer y sus efectos de supervivencia y proliferacion celular
parecen estar ligados al aumento de la expresion del
TN FR2_17,21,48,52

La via pro-apoptética del TNFR1 podria estar inhibida
por la expresion de p21, que a su vez se incrementa en €l
cancer alterando los efectos de TNFR1, entre otrascitocinas,
lalL-6 pueden contribuir alapromocién tumoral . Encontra-
ron que laexpresion del TNFR2 pareceincrementarse como
una funcion de la lesién y que puede estar asociado a la
inhibicién de apoptosisy alaproliferacion celular tumoral.
En este estudio no serealizd correlacion entrelos niveles de
expresion de TNFR1 (TRAF2) y TNFR2y losestadios TNM
y Bloom Richardson.**?

Con base en lo anteriormente mencionado se concluye
gue el TNFRL1 estarelacionado con el fendomeno de apopto-
sisy el TNFR2 estarelacionado con el fendmeno de prolife-
racion celular.

Material y métodos

Seleccion de pacientes

Pacientes con cancer de mamaen estadios Birads 11 aVI,
en estudio y tratamiento médico quirdrgico integral del can-
cer enlaClinicade EspeciaidadesdelaMujer.

Las muestras se obtuvieron a eatoriamente de pacientes
con diagnéstico de cancer de mama que se intervinieron en
lasalade Ginecologia de la Clinica de Especiaidades dela
Muijer (periodo de septiembre de 2008 a octubre de 2010),
de acuerdo con los criterios de inclusion y exclusion; se
revisaron los expedientes clinicos, asi como los libros
quirdrgicos de Patologia para obtener los datos especifi-
cados en la hoja de recoleccién de datos.

Obtencion delamuestra

Lostgjidos con cancer mamario diagnosticado por €l es-
pecialista, se obtuvieron de formaposterior alaintervencion
quirdrgica. Lacantidad detejido necesariaparalainvestiga-
cion fue de un bloque de parafina con identificacién del foco
tumoral por el médico pat6logo tratantey aplicacion de cua-
tro cortes por foco tumoral.

Los tejidos con cancer mamario fueron solicitados a la
Jefatura del Departamento de Patologia de la Clinica de Es-
pecialidadesdelaMujer.

Técnical nmunochistoquimica

El proceso inici6 a partir de tejidos incluidos en blo-
gues de parafina, se procedié como primer paso al: Des-
parafinado de las laminillas. Para desparafinar el tejido se
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introdujeron las laminillas en el horno de desecacién a una
temperatura de 80 °C por 10 minutos. Posteriormente se
introdujeron los tejidos en xilol a 60% por 5 a 10 minutos,
para completar €l desparafinado de los tejidos.

Posteriormente para hidratar los tejidos, se pasa-
ron del xilol a 60% a la bateria de hidratacién, con
dos cambios de xilol 3 minutos cada uno, alcohol-xilol,
cuatro cambios de etanol al 100, 96, 80 y 70% por 3 minu-
tos cadauno. Serealiz6 un lavado en agua bidestilada. Pos-
teriormente se introdujeron los tejidos en un recipiente con
PBS o amortiguador de pH fisioldgico, para hidratarlos.
Incubacion con avidinay biotina. Bloqueo de la peroxidasa
enddgena. Se aplico solucién de peroxido de hidrégeno a
6% (peroxido de hidrégeno 6% diluido con metanol 94%)
aprox. 20-25 L, en cadauno de los tejidos. Aplicacion de
los anticuerpos primarios segiin el mapa de diluciones, en
cada uno delostejidos de cadalaminilla, cuidando que no
se mezclen las diluciones. La dilucion para el anticuerpo
primario de TNFR1 fuede 1:100y del TNFR2 1:150. (Previa
estandarizacion delatécnicaen cuanto alasdiluciones). Apli-
cacion de anticuerpo secundario anticonejo policlonal conju-
gado con biotina (diluido con solucién bloqueadora) segin el
mapa de los tejidos (concentracion 1:300). Complejo Avidi-
na-Biotina (Kit Vectasian ABC de Dako). Aplicacion del
cromogeno Diaminobenzidinao DAB (sc-8766 de Santa
Cruz Biotechnology) en cada uno de los tejidos, mante-
niendo las precauciones debidas, por sus posibles efec-
tos cancerigenos.

Hematoxilinade Mayer (de Laboratorios Merck). Seintro-
dujeron los tejidos en etanol a 70, 80, 96%, dos cambios

"
-
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Figura 4. Inmunohistoquimica de TNFR1-E en cancer mamario
TNM2. A) Control positivo, melanoma TNM 4. B) Control negati-
vo paraanticuerpo primario. C) Control negativo paraanticuerpo secunda-
rio. D) Tincién problemade carcinomaductal infiltrante (14,230 unidades
densidad 6pticaa40x).
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deetanol al 100%, etanol-xilol, doscambiosdexileno al 100%
3 a5 min en cada solucién. Montaje de cubreobjetos. Se
aplicd resinaparatejido (Tissue-Tek O.C.T. 4583 Compound)
alaslaminillas paracubrir el tejidoy colocar el cubreobjeto.

Andlisisdeimagenes

Se esperd 30 min antes de hacer val oracion histolégicay
medicién de unidades de densidad Optica con € programa
zs-300 delaempresaZeissy Pascal Axiovert del microscopio
confocal Carl ZeissdelaEscuelaMédico Militar.

Como control positivo del estudio se utilizé un bloque de
tejido embebido en parafina correspondiente a melanoma
proveniente del Servicio de Patologia del Hospital Central
Militar.*

En lasfiguras 4 ala 15 se muestran imagenes obtenidas
de las inmunohistoquimicas del presente estudio.

Las tinciones fueron realizadas en el Departamento de
Inmunohistoquimica y Biologia Molecular de la Escuela
Médico Militar y medidas en el microscopio Confocal Carl
Zeissmediante |os programas Pascal Axiocamy zs-300dela
EscuelaMeédico Militar.

Resultados

Se observé quelaexpresion del TNFR1 no mostro asocia-
cion con el estadio TNM ni con el grado de diferenciacion
celular de Bloom-Richardson. En el estudio inmunohistoqui-
mico de Garcia Tufion,* seanaliz6 lapresenciade estaprotei-
na en células de cancer de mama tanto in situ e infiltrantes
y seencontré similar presenciadel TNFR1 en ambos grupos.

Figura 5. Inmunohistoquimica de TNFR1-G en cancer mamario
TNM2. A) Control positivo, melanoma TNM 4. B) Control negati-
vo paraanticuerpo primario. C) Control negativo paraanticuerpo secunda-
rio. D) Tincién problema de carcinomaductal infiltrante (28,750 unidades
densidad épticaa40x).
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Figura 6. Inmunohistoquimica de TNFR2-E en cancer mamario
TNM2. A) Control positivo, melanoma TNM 4. B) Control negati-
Vo paraanticuerpo primario. C) Control negativo paraanticuerpo secunda-
rio. D) Tincién problemade carcinomaductal infiltrante (13,650 unidades
densidad épticaa40x).

Figura 7. Inmunohistoquimica de TNFR2-G N en cancer mamario
TNM2. A) Control positivo, melanoma TNM 4. B) Control negati-
vo paraanticuerpo primario. C) Control negativo paraanticuerpo secunda-
rio. D) Tincién problemade carcinomaductal infiltrante (12,980 unidades
densidad 6pticaa40x).

Lo cua coincide con los hallazgos encontrados en la presen-
te investigacion.214

Laexpresion del TNFR2 (receptor transmembranal de
localizacion normal en todaslas células del sistemahema-
topoyético queinfiltran los tumores, excepto en los eritro-
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Figura 8. Inmunohistoquimica de TNFR1-E en cancer mamario
TNM3. A) Control positivo, melanoma TNM 4. B) Control negati-
vo paraanticuerpo primario. C) Control negativo paraanti cuerpo secunda-
rio. D) Tincién problema de carcinomaductal infiltrante (13,750 unidades
densidad épticaa40x).
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Figura 9. Inmunohistoquimica de TNFR1-G en cancer mamario
TNM3. A) Control positivo, melanoma TNM 4. B) Control negati-
Vo paraanticuerpo primario. C) Control negativo paraanti cuerpo secunda-
rio. D) Tincién problemade carcinomaductal infiltrante (12,360 unidades
densidad épticaa40x).

citos) mostré una asociacién con los estadios TNM tanto
en laporcion glandular como del estroma, 121485253

El receptor de IL-10 present6 una asociacion inversa-
mente proporciona anivel del estromacon el estadio TNM,
lo cual concuerda con las basestetricas al respecto publica
dasenlaliteratura.®
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Figura 10. Inmunohistoguimica de TNFR2-E en cancer mamario
TNM3. A) Control positivo, melanoma TNM 4. B) Control negati-
vo paraanticuerpo primario. C) Control negativo paraanticuerpo secunda-
rio. D) Tincién problemade carcinomaductal infiltrante (23,760 unidades
densidad 6pticaa40x).
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Figura 12. Inmunohistoguimica de TNFR1-E en cancer mamario
TNM4. A) Control positivo, melanoma TNM 4. B) Control negati-
vo paraanticuerpo primario. C) Control negativo paraanticuerpo secunda-
rio. D) Tincion problema de carcinoma ductal infiltrante (6,150 unidades
densidad épticaa40x).

Figura 11. Inmunohistoquimica de TNFR2-G en cancer mamario
TNM3. A) Control positivo, melanoma TNM 4. B) Control negati-
vo paraanticuerpo primario. C) Control negativo paraanticuerpo secunda-
rio. D) Tincién problemade carcinomaductal infiltrante (47,680 unidades
densidad 6pticaa40x).

El ErbB2, cuya porcién transmembranal fue valorada en
este estudio, relacionado con los factores tréficos del cre-
cimiento tisular, mostré a nivel de la matriz estromal, una
asociacion directamente proporcional a estadio TNM, y di-
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Figura 13. Inmunohistoquimica de TNFR1-G en cancer mamario
TNM4. A) Control positivo, melanoma TNM 4. B) Control negati-
vo para anticuerpo primario. C) Control negativo para anticuerpo

secundario. D) Tincion problema de carcinoma ductal infiltrante
(20,380 unidades densidad 6ptica a 40x).

ferencias estadisticamente significativas al comparar parea-
damentelosTNM2y TNM4.85%

L os receptores de estrégenos y de progesterona, mol é-
culas de localizacion nuclear, presentaron una asociacion
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Figura 14. Inmunohistoquimica de TNFR2-E en cancer mamario
TNM4. A) Control positivo, melanoma TNM 4. B) Control negati-
Vo paraanticuerpo primario. C) Control negativo paraanticuerpo secunda-
rio. D) Tincién problemade carcinomaductal infiltrante (45,590 unidades
densidad épticaa40x).

Figura 15. Inmunohistoquimica de TNFR2-G en cancer mamario
TNM4. A) Control positivo, melanoma TNM 4. B) Control negati-
vo paraanticuerpo primario. C) Control negativo paraanticuerpo secunda-
rio. D) Tincién problemade carcinomaductal infiltrante (70,360 unidades
densidad 6pticaa40x).

directamente proporcional al indice histol 6gico de Bloom-
Richardson, cuyos criterios de abordaje histopatol 6gico
incluyen la valoracion del pleomorfismo o distorsion nu-
clear.
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Lasgréficas correspondientes alos diagndsticos del abor-
daje inicia hospitalario de las pacientes incluidas en este
estudio fueron realizadas con €l programa estadistico SPSS
17.0 (Figuras 16-32).

Las 33 biopsias de pacientes con mastectomia radical
con diagndstico de cancer de mama en diferente estadio
TNM (2, 3y 4), se clasificaron por grupo de edad, €l rango
con mayor incidencia, fue el constituido por las pacientes
entre 50 y 60 afios con unan = 14, tal como se muestra en
la figura 17.

Considerando el diagnéstico de egreso, encontra-
mos que el mas frecuente fue el carcinomaductal infil-
trante con unan = 26 pacientes, seguido por el carcino-
ma lobulillar infiltrante con una n = 3 pacientes y de
carcinomas mixtos lobulillar-ductal se tuvo unan =2.
Asimismo, una paciente con carcinoma ductal con com-
ponente papilar y una paciente con carcinoma ductal y
componente mucinoso. Se muestrala descripcion gréfi-
caen lafigura 18.

Considerando el estadio dentro delaclasificacion TNM,
encontramos que €l més frecuente fue €l estadio TNM 2

30
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15
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Numero de pacientes

N6dulo mamario de estudio  Tumor maligno de mama
Figural6. El diagnéstico de ingreso con mas incidencia fue el de
tumor maligno de la mama con una n = 26 seguido por € de nédulo
mamario en estudio con unan = 7.
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Figura 17. El grupo de edad con més incidencia fue el del rango de
edad de 50 a 60 afios con una n = 14 seguido por el de 60 a 70 afios de
edad con unan = 8.
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con una n = 16 pacientes seguido del estadio TNM 3 con
unan = 13 pacientesy el TNM 4 con una n = 4 pacientes
(Figura 19).

En las 29 pacientes con carcinomaductal (siendo que solo
al carcinomaductal sele aplica el grado histol6gico Bloom-
Richardson) se clasificd € grado de diferenciacion celular
empleando este parametro y se determind que los grados his-
tol6gicos mas frecuentes fueron el grado 2 (moderadamente
diferenciado) y €l grado 3 (mal diferenciado), ambosconunn
=13 pacientescadaunoy unan =3 en grado 1 (bien diferen-
ciado), como se muestraen lafigura 20.

Laexpresiondel TNFR1 enlaporciéndel estroma, secom-
pard en los diversos estadios TNM 2, 3y 4, no habiendo
encontrado diferencias con significancia estadistica en los
grupos analizados (Figura 21).

Al comparar la expresion inmunohistoquimica del
TNFR1 enlaporcion glandular en los tres grupos TNM
2, 3y 4 estudiados mediante una prueba de Kruskal
Wallis, se encontré diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre los tres grupos, como se muestra en la
figura 22.

Se graficalacomparacién delostres grupos TNM 2, 3
y 4 estudiados en su expresion inmunohistoquimica del
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Figura 18. El diagndstico de egreso més frecuente fue el de carcino-
ma ductal seguido por €l de tres pacientes con carcinoma lobulillar y
dos pacientes con carcinoma mixto ductal-lobulillar.
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Figura 19. El grupo TNM més frecuente fue el TNM2 con 16 pa-
cientes seguido por el TNM3 con 13 pacientes.
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TNFR2 en su porcién estromal, al aplicar lapruebadeKrus-
kal Wallis, se encontré diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los tres grupos, como se muestra en la
figura 23.

Se muestralacomparacion delostres grupos TNM 2, 3
y 4 estudiados en su expresion inmunohistoquimica del
TNFR2 en su porcion glandular, al aplicar la prueba de
Kruskal Wallis, se encontr6 diferencias estadisticamente
significativas entre los tres grupos, como se muestraen la
figura 24.

Segraficalacomparacion delostres estadios TNM 2, 3
y 4 estudiados en su expresién inmunchistoquimica del
ErbB2 en la porcion del estroma, mediante una prueba de
Kruskal Wallis, se encontraron diferencias con signifi-
cancia estadistica en los estadios analizados, como se
muestra en lafigura 25.

14
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2 3 4
Grado histoldgico

Figura 20. Calificacion Bloom Richardson (N = 29). Los grados
Bloom Richardson mas frecuentes fueron los grados 2 y 3, con 13
pacientes cada uno, aplicado solamente a las pacientes con diagndsti-
co de carcinoma ductal.
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Figura 21. Se muestran valores promedio, errores estandar y desviacio-
nes estandar de las unidades de densidad optica en la expresién de TNFR1
en estroma a través de la prueba de Kruskal Wallis, se realiz6 la compa-
racion de los grupos en estadios TNM 2, 3y 4. Con una p = 0.375.
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Figura 22. Se muestran valores promedio, errores estandar y desvia-
ciones estandar de las unidades de densidad Optica en la expresion de
TNFR1 en glandula a través de la prueba de Kruskal Wallis, se realizé
la comparacion de los grupos en estadios TNM 2, 3y 4. Con una p =
0.032.
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Figura 23. Se muestran valores promedio, errores estndar y desviacio-
nes estdndar de las unidades de densidad Optica en la expresion de TNFR2
en estroma a través de la prueba de Kruskal Wallis, se realizd la compa-
racion de los grupos en estadios TNM 2, 3y 4. Con una p = 0.001.

Semuestralacomparacion delostresestadiosTNM 2, 3
y 4 estudiados en su expresion inmunohistoquimica del
ErbB2 en laporcion glandular, a aplicar lapruebade Krus-
kal Wallis no se encontraron diferencias con significancia
estadistica en los estadios analizados, como se muestra en
lafigura 26.

Se grafico la comparacion de los tres grupos en estadios
TNM 2, 3y 4 estudiados en su expresi 6n inmunchi stoquimi-
cadel RxIL-10 en estroma, mediante una prueba de Kruskal
Wallis, habiendo encontrado diferencias con significancia
estadisticaen los estadios analizados, como se muestraenla
figura 27.
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Figura 24. Se muestran valores promedio, errores estandar y desvia-
ciones estdndar de las unidades de densidad Optica en la expresion de
TNFR2 en estroma a través de la prueba de Kruskal Wallis, se realiz6
la comparacion de los grupos en estadios TNM 2, 3y 4. Con unap =
0.0001.
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Figura 25. Se muestran valores promedio, errores estandar y des-
viaciones estandar de las unidades de densidad dptica en la expresion
de ErbB2 en estroma a través de la prueba de Kruskal Wallis, se
realizé la comparacion de los grupos en estadios TNM 2, 3y 4. Con
una p = 0.002.

También se graficé la comparacion de los tres grupos en
estadios TNM 2, 3y 4 estudiados en su expresion inmuno-
histoquimica del receptor de IL-10 en la porcién glandular,
mediante una prueba de Kruskal Wallis, habiendo encontra-
do diferencias con significancia estadistica en los estadios
analizados, como se muestraen lafigura 28.

Se muestra la comparacion de los tres grupos en esta-
dios TNM 2, 3y 4 estudiados en su expresion inmunohis-
toquimica del receptor de progesterona, en este caso con
los porcentajes de area obtenidos en los expedientes de
Patologia, de la Clinica de Especialidades de la Mujer, se
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Figura 26. Se muestran valores promedio, errores estandar y desvia-
ciones estdndar de las unidades de densidad dptica en la expresion de
ErbB2 en la porcion glandular, a través de la prueba deKruskal Wallis,
se realiz6 la comparacion de los grupos en estadios TNM 2, 3y 4. Con
una p = 0.306.
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Figura 27. Se muestran valores promedio, errores estandar y desvia-
ciones esténdar de las unidades de densidad Optica en la expresion del
receptor de IL-10 en la porcién estromal, a través de la prueba de
Kruska Wallis, se realiz6 la comparacion de los grupos en estadios
TNM 2, 3y 4. Con una p = 0.0001.

aplico una prueba de Kruskal Wallis, no habiendo encon-
trado diferencias con significancia estadistica en los esta-
dios analizados, como se muestra en la figura 29.

Ademas se grafico la comparacién de |os tres grupos en
estadios TNM 2, 3y 4 estudiados en su expresion inmuno-
histoquimica del receptor de estrégenos, en este caso con
los porcentajes de area obtenidos en |os expedientes de Pa-
tologia, delaClinicade EspecialidadesdelaMujer, se aplicd
unapruebade Kruskal Wallis, no habiendo encontrado dife-
rencias con significancia estadistica en estadios analizados,
como se muestraen lafigura 30.
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Figura 28. Se muestran valores promedio, errores estandar y desvia-
ciones esténdar de las unidades de densidad optica en la expresion del
receptor de IL-10 en la porcién glandular, a través de la prueba de
Kruskal Wallis, se realiz6 la comparacion de los grupos en estadios
TNM 2, 3y 4. Con una p = 0.005.
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Figura 29. Se muestran valores promedio, errores estandar y desvia-
ciones esténdar de los porcentajes de &rea en la expresion del receptor
de progesterona, a través de la prueba de Kruskal Wallis, se realizé la
comparacion de los grupos en estadios TNM 2, 3y 4. Con unap =
0.982.

El gréfico delacomparacion delaexpresiondel receptor de
progesterona, en este caso en porcentajes de area, obtenidos
en los expedientes de Patol ogia, de la Clinica de Especialida-
des de la Mujer, en relacion con los grados histol6gicos
Bloom-Richardson, se aplicé lapruebade Kruskal Wallis,
habiendo encontrado diferencias con significancia esta-
distica en los grupos analizados, como se muestra en la
figura 31.

Se muestra la comparacién de los tres grupos con grados
histol6gicos 1, 2 y 3 de Bloom Richardson estudiados en su
expresion inmunohistoquimica del Rx. de estrogenos, tam-
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Figura 30. Se muestran valores promedio, errores estandar y desviacio-
nes esténdar de los porcentajes de érea en la expresion del receptor de
estrogeno, a través de la prueba de Kruskal Wallis, se rediz6 la compara
cién de los grupos en estadios TNM 2, 3y 4. Con una p = 0.877.
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Figura 31. Se muestran valores promedio, errores estandar y
desviaciones estandar de los porcentajes de area en la expresion
del receptor de progesterona, a través de la prueba de Kruskal
Wallis, se realizd la comparacion de los grupos con grados his-
tolégicos 1, 2 y 3 de Bloom Richardson. Con una p = 0.007.

bién en porcentajes de area, se aplico unapruebade Kruskal
Wallis, habiendo encontrado diferencias con significancia
estadistica en los grupos analizados, como se muestraen la
figura 32.

En el cuadro 3 se presentan los resultados de |a prue-
ba de Kruskal Wallis, algunos de los cuales fueron ante-
riormente graficados. Se presentan ambos parametros de
agrupacion TNM y Bloom Richardson,citados en los ob-
jetivos especificos y en rojo las ps de los grupos con
diferencias estadisticamente significativas.

L os marcadores que mostraron diferencias estadisti-
camente significativas en la comparacién de los esta-
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Figura 32. Se muestran valores promedio, errores estandar y desvia-
ciones esténdar de los porcentajes de &rea en la expresion del receptor
de estrégeno, a través de la prueba de Kruskal Wallis, se realiz6 la
comparacion de los grupos con grados histolégicos 1, 2 y 3 de Bloom
Richardson. Con una p = 0.030.

Cuadro 3. Prueba de Kruskal Wallis.

Variable TNM Bloom Richardson
TNFR1-E 0.375 0.527
TNFR1-G 0.032 0.133
TNFR2-E 0.001 0.479
TNFR2-G 0.0001 0.541
ErbB2-E 0.002 0.986
ErbB2-G 0.306 0.674
RxIL-10-E 0.0001 0.694
RxIL-10-G 0.005 0.553
RxP 0.982 0.007
RxE 0.877 0.030

dios TNM fueron TNFR1 en estroma, TNFR2 en la por-
cién de predominanciaglandular, el Receptor 2 del fac-
tor de crecimiento epidérmico (ErbB2) en estroma, asi como
el receptor delalL-10 tanto anivel de estromacomo glan-
dular.

Los marcadores que mostraron diferencias estadistica-
mente significativas en la comparacion de los grados histo-
|6gi cos Bloom Richardson fueron los receptores de estrége-
nosy de progesterona.

En el cuadro 4 se presentan los resultados de la prueba
de U de Mann-Whitney, aplicada entre los estadios TNM o
grupos histol 6gicos Bloom Ricardson que presentaron dife-
rencias estadisticamente significativas en la prueba previa
deKruskal Wallis.

La prueba U de Mann-Whitney presento |os siguientes
hallazgos: Diferencias estadisticamente significativas en-
trelos grupos TNM 2y TNM3, TNM3y TNM4, asi como
entre los grupos TNM2 y TNM4 a nivel del marcador
TNFR2-E (estromal), también anivel del marcador TNFR2-
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Cuadro 4. Prueba U de Mann-Whitney.

Variable TNM2vs. TNM3 TNM3vs. TNM4 TNM4 vs. TNM2
TNFR1-E 0.5836 0.1264 0.2021
TNFR1-G 0.1494 0.1006 0.8133
TNFR2-E 0.0299 0.0077 0.00291
TNFR2-G 0.947 0.1089 0.0130
ErbB2-E 0.7618 0.1177 0.0450
ErbB2-G 0.7562 0.0926 0.1480
RxIL-10-E 0.1089 0.0256 0.0032
RxIL-10-G 0.3110 0.0292 0.0034
Cuadro 5. Prueba U de Mann-Whitney.
Variable Bloom Bloom Bloom
Richardson 1y 2 Richardson 2 y 3 Richardson 1y 3
RxP 0.00367 0.0001 0.0007
RXE 0.0089 0.005 0.0001
G (glandular) entrelos grupos TNM2 y TNM4, asi como a Cuadr o 6. Correlacion de Spearman.
nivel del marcador ErbB2 anivel estromal entrelos grupos _ i
TNM2y TNM4. Variable TNM Bloom Richardson
El R_ecept_or Qe lalL-10 presentd diferencias e;stadlstlca— TNFRLE 0157 0147
mente significativas en laprueba U de Mann-Whitney tanto 032 0414
anivel de estromacomo glandular gntre losestadios TNM 3 TNFRLG 0234 0447
y TNM4, asi como entre |os estadios TNM2 y TNM4. Se 0190 o9
aplico laprueba U de Mann-Whitney alos Rx. de progeste- TNFR2-E 0610 0145
rona y de estrogenos, guiados por la prueba de Kruskal 0.0001 0421
Wallisy se encontré diferencias estadisticamente significa- TNFR2-G 0.758 019
tivas entre todos los grupos, con la p = 0.0001 mas baja 0.0001 0918
presentadaentrelosgrados 2y 3 anivel delosreceptoresde ErbB2-E 0.640 0.152
progesteronay entre los estadios 1 y 3 relacionado a estro- 0.0001 0.397
genos (Cuadro 5). ErbB2-G 0134 0.102
En el cuadro 6 se muestran | os resultados de la prueba de 0.456 0574
correlacion de Spearman aplicada alas muestras analizadas RdL-10E -0.749 0142
agrupadas por pardmetros de estudio: 00001 0431
El andlisis de correlacién de Spearman brindé cinco co- RL-10G -0.500 0050
rrelaciones con una p menor a0.05, en |os casos siguientes: 0003 0.784
R 0.034 0.607
« El marcador TNFR2-E mostré una correlacién modera- 0.853 00001
da directamente proporcional de 0.610 con una p = RE 0.161 0472
0.0001 en relacion con los grupos de la clasificacion 0371 0006
TNM.
« El marcador TNFR2-G mostré unacorrel acién moderada
de 0.758 directamente proporcional al estadio TNM con  Discusion

unap=0.0001.

* El marcador ErbB2 mostr6 unacorrelacién moderadadi-
rectamente proporcional al TNM de 0.640 con unap =
0.000L

* El marcador Rx de|L-10 mostré unacorrel acion moderada
inversamente proporcional al TNM de-0.749 con unap =
0.000L

* El marcador Rx de progesterona brindd una correlacion
moderada directamente proporcional al grado histol gico
Bloom Richardson con unap = 0.0001.
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Se observé quelaexpresion del TNFR1 no mostro asocia-
cion con el estadio TNM ni con el grado de diferenciacion
celular de Bloom-Richardson. En el estudio inmunohistoqui-
mico de Garcia Tufién,* mencionado anteriormente, seanali-
z6 lapresenciade estaproteinaen células de cancer de mama
tantoin situ einfiltrantesy se encontrd similar presenciadel
TNFR1 en ambos grupos. Lo cual converge con los hallaz-
gos encontrados en la presente investigacion. El TNFR1 es
un receptor transmembranal que ha sido relacionado con
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numerosos estudios con la apoptosis ciclica de todas las
células del cuerpo (por su localizacién ubicua) aunque la
viade sefializacion intracelular converge con ladel TNFR2
através del TRAF2.1214454

La expresion del TNFR2 (receptor transmembranal de
localizacién normal en todas las células del sistema he-
matopoyético que infiltran los tumores, excepto en los
eritrocitos) mostré una asociacion con los estadios TNM
tanto en la porcion glandular como del estroma, con base
en €l estudio de Garcia Tufién, se afirma su relacion con
el fendmeno de hiperproliferacion celular de las células
tumorales en los estados alterados del proceso oncol 6gi-
co e igualmente mostré en este estudio, como lo reporta
la literatura una presencia mayor en los tumores con peor
pronostico clinico que en los tumores de mejor evolu-
Cién.l’21’48’51’54

El receptor delL-10, moléculaembleméticadelarespues-
taantiinflamatoria aguday crénicadel sistemainmune ante
las reacciones propias de estrés infeccioso y oncol 6gico®®
(intimamente relacionadas en el contexto de la cronicidad),
presentd una asociacion inversamente proporcional a nivel
del estroma con el estadio TNM lo cual concuerda con las
bases tedricas al respecto publicadas en la literatura. 34

El ErbB2, cuya porcién transmembranal fue valoradaen
este estudio, relacionado con los factores troficos del cre-
cimiento tisular, mostré a nivel de la matriz estromal, una
asociacion directamente proporcional aestadio TNM, y di-
ferencias estadisticamente significativas al comparar pa-
readamente los TNM2 y TNM4, tal como estéa reportado
extensivamente, en la literatura se describe que aumenta
directamente proporcional conforma aumenta el estadio
de la enfermedad y que su incremento a nivel celular em-
peora el prondstico y respuesta al tratamiento oncol égico
integral 2%

Los receptores de estrogenos y de progesterona,
moléculas de localizacion nuclear, presentaron una aso-
ciacion directamente proporcional al indice histologico
de Bloom-Richardson, cuyos criterios de abordaje histo-
patolégico incluyen la valoracién del pleomorfismo o
distorsion nuclear, lo cual influye directamente sobre
los receptores y moléculas relacionadas con el nicleo
delacélulaevaluada, o cual es concordante con las aso-
ciaciones reportadas en el estudio inmunohistoquimico
de estos dos receptores con el estadio TNM en un estu-
dio reciente de los Dres. BermUdez y Parada del Hospi-
tal Vargas de Caracas.®

A continuacién se muestran las figuras correspondientes
alos diagnésticos del abordaje inicial hospitalario de la pa-
cientes incluidas en este estudio, las siguientes figuras fue-
ron realizadas con el programaestadistico SPSS 17.0:

Conclusiones
» El TNFR1 present6 una asociacion con la clasificacion

TNM en laporcién glandular, no en la porcién estromal
ni con laescalaBloom-Richardson.
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» ElI TNFR2 tuvo unaasociacion directamente proporcional
con los estadios TNM, no asi con el grado histolégico
Bloom-Richardson.

* El receptor de|L-10 mostré unaasociacion inversamente
proporcional conel TNM anivel deestromano asi conla
porcién glandular ni con €l grado histol 6gico Bloom-Ri-
chardson.

* El ErbB2 registré unaasociacion directamente proporcio-
nal con el TNM anivel del estroma, no asi con la porcion
glandular, ni con € grado histol 6gico Bloom-Richardson.

* Losreceptores de estrogenos y de progesterona, no pre-
sentaron una asociacion directamente proporcional con
los estadios TNM, pero se asociaron en las pruebas
de comparacion pareaday de correlacion con la esca-
la de Bloom-Richardson, en formamoderada.
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